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論文内容の要旨
【目的】頼粒球マクロファージコロニー刺激因子 (GM-CSF)及び腫蕩壊死因子 (TNF)によるヒト好中
球の活性化に、 mitogen-activatedprotein kinase (MAPK)のサプタイプであるextracellularsignal-
regulated kinase (ERK)とp38MAPKの経路が重要な役割を果たしていることを申請者らは明らかに
している。本研究においては、 GM-CSF及びTNFによるヒト好中球の活性化並びにMAPK活性化におけ
るセリンプロテアーゼの役割を解析した。
【方法】ヒト末梢血好中球は、デキストラン沈降、フイコールコンレイ比重遠心及び溶血操作を行って単
離した(純度>98%)。スーパーオキシド産生はシトクロムC還元法で測定し、接着の冗進は接着した好中
球のタンパク質量を測定することにより評価した。 ERK及び、p38MAPKのリン酸化は、抗リン酸化抗体
を用いたウエスタンプロットにより解析した。
【結果】 GM-CSFまたはTNFにより誘導される好中球のスーパーオキシド産生と接着の冗進は、セリン
プロテアーゼ阻害剤であるphenylmethylsulfonylfluoride (PMSF)、L-1-tosylamido-2-phenylethyl-
chloromethyl ketone (TPCK)またはN-α-p-tosyl-L-Iysine-chloromethylketone (TLCK)により濃
度依存性に抑制された。これらのサイトカインにより誘導されるスーパーオキシド産生と接着の冗進は、
PD98059 (MAPK/ERK kinase阻害剤)またはSB203580(p38 MAPK阻害剤)によっても抑制された。
GM幽CSFまたはTNFにより誘導されるERK及び、p38MAPKのリン酸化は、 PMSF、TPCKまたはTLCK
によって影響を受けなかった。
【結論】 GM-CSFまたはTNF'こより誘導されるヒト好中球のスーパーオキシド産生と接着の充進にセリ
ンプロテアーゼが関与しており、セリンプロテアーゼはERK及び、p38MAPKの下流またはこれらの経路
とは独立した経路で機能していると考えられた。
論文審査の結果の要旨
頼粒球マクロファージコロニー刺激因子 (GM-CSF)及び腫蕩壊死因子 (TNF)によるヒト好中球の活
性化に、 mitogen-activatedprotein kinase (MAPK)のサブタイプであるextracellularsignal-
regula ted kinase (ERK)とp38MAPKの経路が重要な役割を果たしていることを申請者らはすでに明
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らかにしている。本研究においては、 GM-CSF及びTNFによるヒト好中球の活性化並びにMAPKi活性化
におけるセリンプロテアーゼの役割を解析した。
GM-CSFまたはTNFにより誘導されるヒト好中球のスーパーオキシド産生と接着の冗進は、セリンプ
ロテアーゼ阻害剤であるphenylmethylsulfonylfluoride (PMSF)、L-l-tosylamido-2-phenylethyl-
chloromethyl ketone (TPCK)またはN-α-p-tosyl-L-lysine-chloromethylketone (TLCK)により濃
度依存性に抑制された。これらのサイトカインにより誘導されるスーパーオキシド産生と接着の充進は、
PD98059 (MAPK/ERK kinase~lI.害剤)またはSB203580 (p38 MAPK阻害剤)によっても抑制された。
一方、 GM-CSFまたはTNF'こより誘導されるERK及び、p38MAPKのリン酸化は、 PMSF、TPCKまたは
TLCKによって影響を受けなかった。これらの結果は、 GM-CSFまたはTNFにより誘導されるヒト好中
球のスーパーオキシド産生と接着の冗進にセリンプロテアーゼが関与しており、セリンプロテアーゼは
ERK及び、p38MAPKの下流、またはこれらの経路とは独立した経路で機能していることを示唆している。
本研究は、 GM-CSF及びTNF刺激によるヒト好中球の活性化にセリンプロテアーゼが関与しているこ
とを明らかにしたものであり、好中球依存性組織傷害の病態解明並びに治療法開発に寄与する点が少なく
ないと考えられる。よって、本研究者は博士(医学)の学位を授与されるに値するものと判定された。
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